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Abstract
AIM: To investigate the use of 1H magnetic 
resonance spectroscopy ( 1H-MRS) in the 
evaluation of nonalcoholic fatty liver model in 
rats. 

METHODS: Nonalcoholic fatty liver disease 
model in Wistar rats (n = 24) was induced with 
high-fat diet. Eight rats fed with normal diet 
were used as controls. 1H-MRS was performed to 
confirm fatty liver at 0, 4, 8 and 12 wk. Degrees 
of fatty liver were evaluated pathologically. 
Blood of the rats were collected before sacrifice 
to analyze the liver function and serum alanine 

aminotransferase (ALT), aspartate aminotrans-
ferase (AST), total cholesterol (TC), triglyceride 
(TG) and high-density lipoprotein cholesterol 
(HDL-C).  

RESULTS: Mild fatty liver was observed at 4 
wk with predominantly microvesicular steato-
sis. The degree of fatty liver progressed with 
the time, and moderate to severe fatty liver was 
induced at 12 wk. Except for 1 rat at 4 wk, fatty 
liver was successful induced in the rest 23 rats 
(grade 1 in 3, grade 2 in 14 and grade 3 in 6 rats 
according to the pathological grading system). 
Liver index, liver function and serum TC, TG 
and HDL-C were higher in experiment group 
than those in control group. Relative liver fat 
content measured by 1H-MRS in control group 
was 13.0% ± 7.1%, lower than 21%, and it was 
56.7% ± 16.4% in experiment group, higher than 
28%. There was significant difference between 
the above groups (t = 5.78, P < 0.001). 

CONCLUSION: Nonalcoholic fatty liver model 
can be induced with high-fat and high-cholester-
ol diet in rats, and 1H-MRS can be used to evalu-
ate the fatty liver noninvasively. 

Key Words: Nonalcoholic fatty liver; 1H magnetic 
resonance spectroscopy; Rat
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摘要
目的: 探讨1H-MRS在鉴定大鼠非酒精性脂肪
肝模型建立中的作用.

方法: 以高脂高胆固醇饮食喂养Wistar大鼠(n  
= 24)构建非酒精性脂肪肝模型, 正常饮食喂养
大鼠(n  = 8)作为对照组. 使用1H-MRS 第0、4、
8和12周检查肝脏的脂肪含量, 并对肝组织进
行脂肪肝病理分析. 在处死大鼠前收集大鼠血
液作血清ALT、AST、TC、TG和HDL-C分析. 

结果: 大鼠肝细胞内从第4周即出现脂滴空泡, 

®

■背景资料
随着饮食结构的
改 变 ,  非 酒 精 性
脂肪肝(NAFL)的
发病率逐渐增高. 
众多学者构建了
NAFL动物模型来
研究其发病机制
和评价治疗效果. 
过去判断构建模
型是否成功依赖
于病理学检查, 具
有一定的局限性, 
因此需要发展可
以在体、无创的
分析方法来判断
是否构建模型成
功. 

■同行评议者
张锦生, 教授, 复
旦大学上海医学
院病理学系
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程度较轻, 以小泡性脂滴为主, 随着时间的增
加, 脂肪肝程度明显加重, 第12周时多为中重
度脂肪肝, 细胞内出现较多大泡性脂滴空泡. 
24只实验大鼠中, 除1只在第4周时未造模成功
外, 其他均造模成功, 按照病理分级, 1级3只, 2
级14只, 3级6只. 实验组肝指数、肝功能及血
脂检查均高于对照组. 使用1H-MRS分析, 对
照组的脂肪相对含量为13.0%±7.1%, 均小于
21%, 实验组平均56.7%±16.4%, 均大于28%, 
两组间有统计学意义(t  = 5.78, P <0.001).

结论: 使用高脂高胆固醇配方饮食可成功构
建大鼠非酒精性脂肪肝模型, 1H-MRS在脂肪
肝模型建立的鉴定中有重要的价值.

关键词: 非酒精性脂肪性肝; 氢质子磁共振波谱; 

大鼠
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0  引言

随着生活水平的提高 ,  非酒精性脂肪肝

(nonalcoholic fatty liver, NAFL)在人群中的发病

率逐渐增高, 也受到越来越多的重视. 在不同

的国家, 人群的NAFL发生率约为10%-24%. 约
有67%的肥胖者存在单纯的肝脂肪变性 ,  有
90%的病态肥胖患者存在肝脂肪变性. 小孩的

发生率约为2.6%, 肥胖的小孩的发生率则高达

22.5%-52.8%[1-6]. 为此, 国内外研究者使用多种方

法构建了NAFL动物模型以满足对其发病机制和

临床干预实验的需要[7-12]. 但由于很多方法费时、

操作复杂、成本高, 限制了其在科学研究中的应

用. 并且传统判断模型是否构建成功的方法是随

机处死动物作肝脏病理学分析, 该方法既耗费动

物, 又不精确, 因此迫切需要一种新的模型鉴定方

法. 氢质子磁共振波谱(proton magnetic resonance 
spectroscopy, 1H-MRS)可以无创、在体分析组织

中代谢产物的含量[13-19]. 本研究拟采取改良高

脂高胆固醇饮食的方式构建NAFL模型, 并探讨
1H-MRS在判断模型是否构建成功中的价值. 

1  材料和方法

1.1 材料 健康♀清洁级Wistar大鼠32只, 由中山

大学北校区动物实验中心提供, 体质量150-180 
g, 平均165±15 g. 分笼饲养, 自然光照, 可自由

进食饮水. 适应性饲养1 wk后随机分为实验组(n  

= 24)和对照组(n＝8). 实验组以高脂高胆固醇配

方饮食喂养, 对照组以普通饮食喂养. 实验组饮

食配方: 基础饲料(875 g/kg)+猪油(100 g/kg)+胆
固醇(20 g/kg)+胆酸纳(50 g/kg). 其中, 基础饲料

由中山大学北校区动物实验中心提供, 猪油为

市售, 胆固醇及胆酸纳购至广州南方化波公司. 
1H-MRS采集仪器: GE 1.5 T超导核磁共振仪; 线
圈: 50 mm正交鸟笼动物线圈. 
1.2 方法 在喂养开始前(即第0周), 从对照组中随

机抽取2只进行肝脏1H-MRS脂肪定量分析和病

理分析. 于4、8、12 wk分别从对照组中随机抽

取2只、在实验组中分别随机抽取4、8、12只
大鼠进行肝脏1H-MRS脂肪定量分析和脂肪肝

病理分析. 波谱采集完毕, 称大鼠体质量, 然后

过量麻醉法处死大鼠, 抽取血液作肝功能ALT, 
GGT, AST和血清血脂水平(包括总胆固醇TC; 三
酰甘油TG; HDL-C)检查. 检验均用Bechman全
自动生化分析仪, 试剂由Bechman提供. 所有检

验均在我院中心实验室完成. 摘取肝脏并测量

质量, 计算肝/体质量指数. 
1.2.1 肝脏1H-M R S检查: 使用水合氯醛(0.3 
mL/kg)ip, 将大鼠俯卧位置于线圈内, 肝脏置

于线圈中心位置, 于大鼠周围适当填塞以固定

大鼠尽可能抑制呼吸动度. 扫描定位相, 序列: 
3-pl T2* SPGR(TR/TE: 84.7/1.6 ms, 层厚/层间

距: 5/2 mm), 并扫描轴位T2WI图像(FSE, TR/TE: 
3000/85.2 ms, ETL: 15; 层厚/层间距: 3/1 mm; 
FOV: 8 mm×8 mm; 矩阵: 192×160). 使用T2WI
轴位图像作为定位相, 结合3-pl T2* SPGR的冠

状位和矢状位图像, 在肝左叶上方层面放置感

兴趣容积(VOI), 大小: 5-6 mm×5-6 mm×5-6 
mm. 尽量避开皮下脂肪、肝裂和较为粗大的血

管及胆管. 在VOI上、下、左、右、前、后放

置饱和带, 以减少VOI外的组织的信号污染. 采
集序列为点分辩波谱法(PRESS), 参数: TR/TE: 
1500/35 ms; 点阵: 2048; 采集次数: 192; 自动匀

场及抑水. 1H-MRS波谱分析及脂肪含量定量分

析: 使用SAGE 7.3(GE Medical system). 步骤: 数
据零填充1倍→3 Hz的Gaussian函数处理→傅立

叶变换→谱线基线校正→谱线相位校正→确定

水和脂肪波峰位置→函数拟合积分得到水及脂

肪波峰下面积. 以水峰作为内参照, 定位于4.7
×10-6处, 其波谱下面积积分为s水; 脂肪峰则包

括位于1.3×10-6处的亚甲基峰、0.9×10-6处的

甲基峰、2.0×10-6和2.8×10-6处的邻近羧基和

烯属基团的亚甲基峰, 积分四者的面积和为s脂, 

■研发前沿
肝细胞内脂肪异
常蓄积往往与胰
岛素抵抗及各种
代谢综合征有十
分密切的关系. 准
确测量肝细胞内
脂肪含量的含量
对NAFL的各种研
究具有十分重要
的意义. 
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则肝脏的脂肪含量定义为: 脂% = s脂/(s脂+s水)×
100%[13,15].  
1.2.2 脂肪肝程度病理分级: 在肝左叶取组织

于40 g/L中性甲醛固定, 取样位置尽可能位于
1H-MRS的VOI区域, 石蜡包埋, 常规切片, 行HE
染色, 光镜下常规病理学观察. 观察脂肪浸润的

肝细胞数量占肝细胞总数的比例进行分级, 标
准为: 0级为<5%的肝细胞受累, 即正常肝组织; 
1级为5%-33%的肝细胞受累; 2级为34%-66%的

肝细胞受累; 3级为>66%的肝细胞受累.  
统计学处理 使用SPSS分析实验组和对照组

体质量、肝/体质量指数、肝功能和血清血脂水

平的差别(由于正常对照组大鼠在各时间点数量

较小, 因此在比较上述指标时, 不在各时间点分

别比较, 而是采取对照组和试验组总体均数之

间进行比较). P <0.05被认为具有统计学意义. 

2  结果

2.1 实验动物情况 实验组动物喂养2 wk后, 出
现皮毛蓬乱无光泽, 食欲减低, 但实验组和对照

组体重均增加, 二者间无统计学意义(t  = 1.21, 
P >0.05). 实验组肝/体质量指数、肝功能及血脂

检查均高于对照组(表1). 
2.2 肝脏病理观察 对照组大鼠肝脏色泽鲜红, 边
缘锐利(图1A); 实验组大鼠肝脏体积增大, 呈淡

黄色, 可见较明显的脂肪颗粒样物质(图1B). 光
镜观察实验组大鼠肝细胞内从在第4周检查时

即出现脂滴空泡, 程度较轻, 以小泡性脂滴为主, 
随着时间的增加, 脂肪肝程度明显加重, 第12周
时多为重度脂肪肝, 细胞内大泡性脂滴空泡增

多. 同时, 肝细胞索排列紊乱, 肝窦变窄, 并有少

量炎性细胞浸润(图2). 而对照组大鼠肝脏肝小

叶结构清晰, 肝细胞索排列整齐, 肝窦正常, 未
有炎性细胞浸润(图2).  实验组按照病理分级轻

度3只、中度14只、重度6只. 4 wk时检测1只造

模未成功(表2). 

2.3 肝脏1H-MRS 使用1H-MRS分析(图2), 对照

组的脂肪相对含量为13.0%±7.1%, 均小于21%, 
实验组平均56.7%±16.4%, 均大于28%, 两组间

有统计学意义(t  = 5.78, P <0.001).

3  讨论

NAFL模型的建立有多种方法, 包括营养法、药

物中毒法、高脂饮食加药物中毒法和物理刺激

法. 其中最常用的方法是营养法. 营养法中又以

高脂饮食配方常用, 主要是在基础饲料中增加

不同比例的猪油或其他植物油. 高脂饮食配方

法由于简单易行、构建成功率高、与人类饮食

结构接近等优点深得研究者青睐[7-12]. 在复习文

献的基础上, 本研究对配方作了改进. 食物中加

入较多的猪油, 摄入的过多脂肪堆积在细胞内, 
从而导致脂肪肝. 加入的胆固醇和胆盐易导致

细胞内发生过氧化反应, 产生自由基和醛类物

质, 产生的醛类物质又可与谷胱甘肽、过氧化

酶等抗氧化剂的活性部位结合, 减少对自由基

的清除, 会引起所谓的二次攻击, 会加速NAFL
的形成 [7]. 据文献报道, 使用高脂饮食法在12 
wk时可以成功构建脂肪肝[8-9]. 但我们添加了胆

固醇和胆盐, 故理论上会加速脂肪肝的形成, 因
此本组实验将实验组的检测时间点定为4、8、
12 wk. 预计到4 wk时脂肪肝可能程度很轻, 因
此在第4周只对4只实验组大鼠作相应处理, 而
在第8、12周分别为8和12只动物. 本研究结果

表明, 本配方可以成功构建不同程度大鼠脂肪

肝模型, 在本组中除了在第4周时1只大鼠没有

形成脂肪肝外, 其他均形成不同程度的脂肪肝, 
其中轻、中、重度脂肪肝分别为3、14、6只. 
同时, 实验组大鼠的肝/体重指数、肝功能和血

脂水平均高于对照组. 大体外观和光镜观察结

果均与文献报道类似[6, 8-11]. 
在NAFL的实验中, 确定造模成功与否对实

验进行具有重要的指导意义. 传统的方法是根

据经验, 在特定时间点随机抽取动物处死后对

肝脏作病理学检查[7,9,11,12]. 但此方法不能保证所

表  2  大鼠实验性脂肪肝构建组成表(n )

     
                       4 wk	           8 wk	             12 wk              合计

0级                  1                  0                  0                   1

1级                  2                  1                  0                   3

2级                  1                  5                  8                 14

3级                  0                  2                  4                   6

合计                 4                  8                12                 24 

表  1  鼠肝/体质量指数、肝功能及血脂变化

     
指标	                             实验组                       对照组

肝/体质量指数(%)	       3.37±0.40              1.96±0.20

AST(μkat/L)	     10.93±4.85              5.58±1.18

ALT(μkat/L)                    2.49±0.98              1.33±0.29

GGT(μkat/L)                   0.37±0.22              0.17±0.04

TC(mmol/L)                    2.07±0.63               1.22±0.36

TG(mmol/L)                   1.59±0.58               1.11±0.13

HDL-C(mmol/L)            1.13±0.33               0.63±0.16

■应用要点
1H - M R S 能 准 确
判断脂肪肝的程
度, 可以用来判断
NAFL模型是否构
建成功. 
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有的动物均造模成功, 不能对每个动物进行脂

肪肝程度的分级, 并且耗费试验动物. 从表2可
以看出, 在第8周和12周时均有中、重度模型构

建成功, 因此单纯依靠构建时间来判断是否构

建成功或者程度不够精确, 不能确保NAFL研究

的试验组和对照组具有可比性. 因而需要一种

无创、准确的方法来进行模型的鉴定. 研究证

实, 1H-MRS是一种功能强大的分析工具, 可以无

创、定量分析肝细胞中脂肪的含量(主要是三酰

甘油, TG), 因此非常适用于肝脏脂肪的活体定

量分析及纵向随访研究[13-19]. 
1H-MRS是医学影像学近年来发展的新的

检查手段, 作为一种无创伤性研究活体器官组

织的代谢、生化变化及化合物定量分析的方法, 
被众多学者用来进行脂肪肝的定量分析[13-14]. 其
基本原理是, 在同一外部磁场中, 各代谢产物中

的氢质子所处的局部化学环境却不同(核外电子

云密度不同和所受屏蔽作用的不同造成), 从而

图  1  大鼠实验性脂肪肝外观. 
A: 正常; B: 脂肪肝.
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■名词解释
氢质子磁共振波
谱(1H-MRS): 磁共
振技术发展的新
应用, 其基本原理
是根据代谢物质
内氢质子所处的
局部化学环境不
同引该氢质子在
磁共振波谱中吸
收信号的位置不
同, 即化学位移来
判断组织中代谢
产物的性质和数
量. 该技术具有无
创、在体及动态
检测组织内代谢
产物浓度的优势. 

图  2  大鼠实验性脂肪肝组织病理(HE×200)和1H-MRS谱线. A, A': 轻度; B, B': 中度; C, C': 正常.
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引起相同氢质子在磁共振波谱中吸收信号的位

置差异, 通常用化学位移的大小(以磁共振频率

的百万分之一)来表示. 在MRS波谱中, 横坐标表

示化学位移, 纵坐标代表代谢产物的信号强度, 
波峰下面积则代表该代谢产物在组织中的含量. 
在肝脏的典型波谱谱线中, 可以见到位于4.7×
10-6处的水峰, 通常作为内参照标准来衡量肝内

脂肪的相对含量. 脂肪峰则根据脂肪中氢质子

所处的基团位置不一样出现4个不同的波峰, 包
括位于1.3×10-6处的亚甲基峰、0.9×10-6处的甲

基峰、2.0×10-6和2.8×10-6处的邻近羧基和烯属

基团的亚甲基峰, 通常以亚甲基峰最明显, 甲基

峰其次[17,20]. 在后处理波谱数据时, 分别积分水

峰(s水)和脂肪峰下面积(s脂), 根据公式: 脂% = s脂
/(s脂＋s水)×100%就可以得到肝脏脂肪的相对含

量[20]. 我们首次使用1H-MRS来判断脂肪肝动物

模型是否构建成功, 结果得到轻度脂肪肝的脂

肪相对比(脂%)均大于28%, 平均56.7%±16.4%. 
而对照组的相对含量则多小于20%, 平均13.0%
±7.1%. 从试验结果可以看出, 如果1H-MRS测
得的脂肪相对含量大于28%, 则可以大致判断脂

肪肝模型建立成功. 但是, 本研究中只有9例正

常大鼠肝脏, 轻度NAFL只有3例, 准确判断正常

肝脏和NAFL的分界线还需要扩大样本含量. 
总之, 采用本研究的饮食配方饮食, 在8-12 

wk时即可构建出中至重度大鼠NAFL模型, 且
1H-MRS可无创、准确判断构建NAFL模型是否

成功及其程度. 
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■同行评价
本文为非酒精性
脂肪肝动物模型
的研究提供了一
种新的非损伤性
评价方法, 内容新
颖, 具有一定的参
考价值.
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